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RESUMEN

Objetivos. Determinar y comparar el efecto de farmacos agonistas adrenérgicos y colinérgicos sobre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en neutréfilos de individuos sanos. Materiales y métodos. Se tomaron muestras
de sangre total de cinco participantes para purificar los neutréfilos mediante el método de gelatina. Se midié la produccién
de ROS por quimioluminiscencia (QLM) usando un contador de centelleo y forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) como
estimulo. También se realizaron pruebas sin PMA para medir la produccién espontanea. Posteriormente, con el mismo
método se midid la formacion de ROS en presencia de nicotina (agonista colinérgico), salbutamol y clonidina (agonistas
adrenérgicos), cada uno en concentraciones de 102M, 10*M, 10“My 10-°M. Se calcul6 el area integrada bajo las curvas
de QLM vy se hallé el porcentaje de inhibicion o de estimulacién segun sea el caso. Se comparo6 el efecto provocado
por las drogas con sus controles correspondientes y se realizé el andlisis estadistico. Resultados. Se obtuvo una
disminucion de la produccion de ROS como efecto de las sustancias estudiadas con una diferencia significativa entre
los controles y el efecto producido a 102M, 10*M y 10 M. Este efecto aumenté de intensidad conforme la concentracion
de las drogas se incremento. Los mayores porcentajes de inhibicién se mostraron a 102M y 10* M. Salbutamol presentd
los maximos valores con todas las concentraciones con diferencia significativa entre su inhibicién y la generada por las
demas drogas. Conclusiones. Los estimulos adrenérgico y colinérgico tienen un efecto inhibitorio de la produccion de
ROS en neutroéfilos de individuos sanos.
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ADRENERGIC AND CHOLINERGIC INFLUENCE ON THE
PRODUCTION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN HUMAN
NEUTROPHILS*

ABSTRACT

Objectives. To determine and compare the effect of adrenergic and cholinergic agonist drugs on the production of reactive
oxygen species (ROS) in neutrophils of healthy individuals. Materials and Methods. \Whole blood samples were taken from
five participants to purify neutrophils using the gelatin method. The production of chemiluminescent (QLM) ROS was measured
using a scintillation counter and phorbol-12-myristat-13-acetate (PMA) as a stimulus. Non-PLA tests were also conducted to
measure spontaneous production. Subsequently, with the same method, ROS formation was measured in the presence of
nicotine (cholinergic agonist), salbutamol, and clonidine (adrenergic agonists), each in concentrations of 102 M, 103 M, 104 M,
and 10° M. The area integrated under the QLM curves was calculated and the percentage of inhibition or stimulation was found
as the case may be. The effect of the drugs was compared with their corresponding controls and statistical analysis was carried
out. Results. A decrease in the production of ROS was obtained as an effect of the substances studied with a significant
difference between the controls and the effect produced at 102 M, 10 M, and 10 M . This effect increased in intensity as drug
concentration increased. The highest percentages of inhibition were shown at 102 M and 10 M. Salbutamol presented the
maximum values with all the concentrations with a significant difference between its inhibition and that generated by the other
drugs. Conclusions. Adrenergic and cholinergic stimuli have an inhibitory effect on the production of ROS in neutrophils of
healthy individuals.

Keywords: Neutrophils; Adrenergic agonists; Cholinergic agonists; Psychoneuroimmunology (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, los trastornos
psiquiatricos se encuentran dentro de las primeras
causas de morbilidad y consecuente incapacidad a nivel
mundial (), y dentro de ellos la ansiedad y depresion son los
mas frecuentes en muchos paises @. Datos epidemiolégicos
en Latinoamérica muestran que la situacion es similar a la de
Norteamérica, Europa y naciones de otras areas ©), siendo
asi un serio problema de salud publica internacional. Esta
situacion podria estar provocando diversas consecuencias
sobre la salud de las personas, pues es conocido que
los factores psicoldgicos pueden alterar la respuesta
inmunolégica de nuestro organismo ¢4,

Algunos estudios reportan que esta alteracion obedece a
cambios observados en el adecuado funcionamiento del
sistema inmunoldgico, tanto en su componente celular
como humoral ©9). El campo de la psiconeuroinmunologia
sostiene que estos cambios se producen porque, ademas
de la conocida integracién neuro-endocrino-inmunoldgica, el
sistema nervioso central ejerce una influencia directa sobre
el sistema inmunoldgico y se establece una comunicacion
bidireccional con este . Se propone que ciertos
neurotransmisores constituyen los mediadores quimicos que
permiten la interaccion de estos dos sistemas ©. Incluso ha
podido identificar la existencia de receptores especificos en
linfocitos y macrofagos ©.

Recientemente se viene estudiando también al sistema
nervioso autbnomo como regulador, a través de la liberacion
de catecolaminas y acetilcolina 9. Se ha demostrado
que estos neurotransmisores actuan sobre receptores
especificos en leucocitos de la inmunidad adaptativa (1%
y se ha sefialado a la descarga colinérgica del nervio
vago como una de las vias principales y mas importantes
de esta regulacion directa ("2, Sin embargo, no se ha
tomado muy en cuenta a las células de la inmunidad innata,
especificamente los neutréfilos que constituyen la primera
linea de defensa inmunoldgica y son importantes en el
proceso inflamatorio. Podria ser que también respondan
a dichos neurotransmisores y que, por ende, estén bajo
la misma regulacién autondmica, pero se requieren de
estudios que demuestren estos efectos.

Por ello, se estudiaron neutréfilos humanos in vitro,
evaluando su produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) por ser este un componente central en su actividad
microbicida. El objetivo fue determinar y comparar el efecto
producido ante el estimulo adrenérgico y colinérgico aplicado
in vitro.

MATERIALES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Se realizd un estudio experimental con neutréfilos de
muestras de sangre total procedentes de cinco voluntarios

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. Un mal estado emocional y
psicoldgico puede influir negativamente en el sistema inmunol6gico
de las personas. Lo puede hacer de distintas formas y con resultados
apreciables.

Principales hallazgos. En el presente estudio se encontré una
reduccion de la funcionalidad de un tipo de defensas de cuerpo,
después de verse sometidos a ciertas sustancias activadoras, cuya
liberacion esta aumentada durante estados de ansiedad y depresion.

Implicancias.Los resultados resaltan la importancia de promover y
mantener una buena salud emocional a fin de prevenir la alteracién
del desempefio de células inmunitarias en nuestro organismo.

clinicamente sanos al momento del estudio con una
edad comprendida entre 18 y 45 afos, sexo masculino y
hemograma con recuento porcentual y total de leucocitos
dentro de valores normales. Ninguno de los voluntarios
tuvo antecedente de tratamiento antidepresivo o ansiolitico,
consumo de alcohol, tabaco, drogas o medicamentos
inmunomoduladores.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

De cada sujeto, se extrajeron 20 mL de sangre por puncién
venosa. Los neutrdfilos fueron purificados por el método de la
gelatina, descrito por Lucisano y Mantovani ® y con algunas
modificaciones de Kabeya (" para obtener un concentrado
de neutrofilos. La sangre colectada fue diluida volumen
a volumen en solucion Alséver (pH 6,1) utilizada como
anticoagulante y posteriormente fue centrifugada. Después
se removio el plasma y la camada de células mononucleares
por aspiracion con pipeta. El sedimento fue diluido en solucién
de gelatina a 2,5% e incubado en bafio maria a 37 °C por 15
minutos. El sobrenadante rico en neutrdfilos fue diluido en
igual volumen de CINa 0,15 mol/L y centrifugado. Para lisar
los eritrocitos remanentes, el sedimento fue suspendido
en solucion de CINH4 0,83% (pH 7,2) e incubado por
cinco minutos a 37 °C, luego se centrifugd nuevamente. El
sedimento fue lavado con CINa 0,15 mol/L y suspendido
en 1 mL de solucién Hanks conteniendo 0,1% de gelatina,
obteniendo asi un concentrado de neutrofilos.

Se colore6 10 uL del concentrado con 990 mL de liquido
de Turk y se contabilizé6 en una camara Neubauer. De
acuerdo al numero de células calculado, el concentrado fue
diluido con Solucion Hanks conteniendo 0,1% de gelatina
hasta obtener una concentracién de 4x10° células/mL,
que es la cantidad patrén con la que se trabaj6 en todos
los procedimientos. La viabilidad celular fue evaluada por
el ensayo de colorante azul de tripan. Las preparaciones
de neutrdfilos obtenidas presentaron cerca del 90% de
viabilidad y de pureza, siendo linfocitos y algunos monocitos
los principales contaminantes.
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Se uso forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) para estimular
la produccion de ROS en los neutrdfilos. EI PMA fue
disuelto en dimetilsulféxido (DMSO) en concentracion
de 102 mol/L. Se utilizé luminol a 100 umol/L en solucién
Hanks para la amplificacion de la respuesta en la medicion
de quimioluminiscencia (QLM).

La acetilcolina, adrenalina y noradrenalina tienen un tiempo
de vida media demasiado corto, por ello, se utilizaron drogas
que actian en los mismos receptores para dichas sustancias,
dichas drogas fueron: nicotina ((-)-Nicotine hydrogen
tartrate-SIGMA\), agonista de receptores colinérgicos tipo
nicotinico), salbutamol (salbutamol S8260-100MG-SIGMA,
agonista de receptores adrenérgicos tipo beta 2) y clonidina
(clonidine hydrochloride C7897-100MG- SIGMA, agonista
de receptores adrenérgicos tipo alfa 2) con las cuales se
prepard soluciones acuosas a cuatro concentraciones
(102M, 103M, 104M, y 105 M).

Las muestras de neutrdfilos fueron utilizadas inmediatamente
después de su obtencion y se mantuvieron refrigeradas a4 °C
durante todo el tiempo de duracion de los experimentos, con la
finalidad de preservar su viabilidad. Se sigui6 la metodologia
descrita por Andrade et al. "® para medir la produccion de
ROS por QLM. En placas blancas de 96 pozos se adiciond:
50 pL del preparado de neutréfilos, 30 yL de luminol y
100 pL de solucion Hanks (en el caso de los grupos control)
0 100 pL de solucién de las drogas en las concentraciones
establecidas (en el caso de los grupos experimentales);
en seguida fue adicionado 20 pL de PMA 102 mol/L hasta
llegar a la concentracion de 107 mol/L e inmediatamente se
midio6 la QLM, en fotones contados por segundo, durante 15
minutos a 37 °C en lumindmetro de microplacas. Ademas
se realizaron simultaneamente experimentos «blanco» o
«basal»; para ello, se procesaron muestras sin PMA, siendo
reemplazado por 20 uL de soluciéon Hanks, para evaluar la
produccion espontanea de ROS. Cada experimento tuvo
su propio control y basal. A partir de los perfiles cinéticos de
QLM en funcién del tiempo, fueron calculados los valores de
area integrada (area bajo la curva) de 0 a 15 minutos. Estos
valores representaron la cantidad total de ROS producidos en
ese intervalo de tiempo.

Posteriormente, se realizé el estudio de la viabilidad celular
ante el efecto de las drogas estudiadas. Para ello se
incubaron, durante 15 minutos, muestras de neutréfilos con
soluciones de las drogas en las mismas concentraciones
utilizadas en los experimentos, para luego proceder con el
ensayo de colorante azul de tripan.

ANALISIS DE DATOS
Se realizaron tres experimentos con cada concentracion de
las drogas en cada participante, haciendo un total de 15

repeticiones por cada concentracion de nicotina, salbutamol
y clonidina. De igual forma 15 repeticiones control y basal.
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Se calcularon los valores de area integrada de las curvas
formadas por las drogas a diferentes concentraciones,
para luego realizar el andlisis estadistico. Estos valores se
compararon con los controles correspondientes para evaluar
cambios en la cantidad producida de ROS provocada por
las sustancias analizadas y se determiné el porcentaje de
inhibicién o estimulacién, segun sea el caso, en relacién a
los respectivos controles, siguiéndose la siguiente formula:

% | =100 - [(AS/AC) x 100] % E = [(AS/AC) x 100] - 100

Donde:

% |: porcentaje de inhibicion en relacién al control

% E: porcentaje de estimulacién en relacion al control
AS: area integrada de las curvas en cada concentracion.
AC: érea integrada de las curvas control

El procesamiento y analisis de los datos se hizo con el
software GraphPad Prism version 5.0 para Windows. Los
resultados fueron expresados como media y desviacion
estandar. Se aplico el test de Shapiro-Wilk para determinar
la distribucién normal de la muestra y luego los resultados
fueron comparados estadisticamente por el método de
analisis de varianza (ANOVA) seguido por el test de Dunnett.
Los valores de p<0,05 fueron considerados significativos.

ASPECTOS ETICOS

La participacion del estudio fue voluntaria previa firma de
consentimiento informado y se obtuvo la aprobacién por el
Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas
de Ribeir&do Preto de la Universidad de S&o Paulo (FCFRP-
USP. CEP/FCFRP 331).

RESULTADOS

En todas las mediciones control se detecté un aumento
progresivo en la produccion de ROS conforme se avanzaba
del minuto cero hasta el minuto 15. Se observd también un
pico maximo que fue alrededor de los 500 segundos después
del inicio, luego de lo cual se obtuvo una gradual disminucion.
En las mediciones con los grupos basal se detectd una
minima emision, la cual fue aumentando leve y gradualmente
pero manteniéndose siempre a niveles muy bajos.

El efecto de la nicotina vari6 de acuerdo a la concentracion
de la droga, habiendo una disminucion de la produccion de
ROS en comparacion con el grupo control, al usar dosis
elevadas. La dosis mas alta, es decir 102 M, provocd una
disminucién casi total, incluso por debajo del nivel medido
en el grupo basal. Cuando la concentracién de nicotina
fue disminuida a 10*M y 10“M se detecté una pérdida de
este efecto, aunque las mediciones continuaban siendo
inferiores al control en todo momento. Ocurri6 algo distinto
con la concentraciéon 10° M ya que provocd un ligero
aumento con un pico maximo que tiende a ser levemente
superior al pico del control (Figura 1). El area integrada de
las curvas generadas por las dos concentraciones mas
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Figura 1. Curvas de quimioluminiscencia bajo el efecto de
nicotina.

altas resulté ser significativo (p<0,05) al area integrada de
la curva control (Figura 2).

En el caso del salbutamol también la concentracion maxima
de la droga ocasion6 una caida de la emision de fotones
hasta valores muy infimos y el efecto fue perdiéndose
conforme se bajaba la concentracion (Figura 3). Se hallaron
diferencias entre el area integrada de la curva control y las
areas de las curvas generadas por las concentraciones
mayores (Figura 4). Con la clonidina, las concentraciones
de 102My 10°M obtuvieron curvas menores que el control
(Figura 5) y el area integrada de dichas curvas también

resulté ser significativamente diferente al compararlas con
el control respectivo (Figura 6).

Se calcul6 el porcentaje de inhibiciéon provocado por las
drogas a una misma concentracion y luego se comparo
entre ellas para determinar aquellas con el mayor efecto.
Se hallé que a 102 M la nicotina tiene el mayor efecto, con
casi 100% de inhibicion. El salbutamol inhibié 98,1%, un
porcentaje muy cercano al anterior por lo que no se hallé
diferencia estadisticamente significativa. En cambio, la
clonidina si tuvo un porcentaje de inhibicion notablemente
menor en comparacién con las anteriores drogas. Cuando
la concentracion se baja a 10 M, pudo apreciarse una
diferencia significativa entre los porcentajes de inhibicion
generados por cada droga, siendo el salbutamol el que
tiene el mayor. Por ultimo, cuando se trabaj6 a 10*M los
porcentajes de inhibicidon de la nicotina y clonidina son
bajos, resaltando la clonidina que Unicamente tiene un
5,7%, mientras que el salbutamol inhibi6 mas del 40%;
todas las diferencias fueron estadisticamente significativas
en este Ultimo caso.

El post ensayo con azul de tripan mostrd que la viabilidad
celular de los neutrdfilos, ante nicotina y clonidina en
solucion, se mantiene por encima del 90% en el rango de
10°M a 10°M. Mientras que a 102M se reduce a un 68%.
Los neutrdfilos preservaron su viabilidad de cerca al 90%
en el caso de las soluciones con salbutamol a 10°My 10+
M. Pero hubo una reduccion a un 82% y 60% en los casos
de 10°My 102M respectivamente.
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Figura 2. Area integrada de las curvas de quimioluminiscencia bajo el efecto de
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* Valor del area cercano al cero.
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Figura 3. Curvas de quimioluminiscencia bajo el efecto de
salbutamol.

DISCUSION

Como la magnitud de la emision de fotones en la prueba de
QLM depende directamente de la cantidad de ROS producidas
por los neutréfilos entonces se puede sefialar que la Nicotina
influyd en la produccion de estos. A una concentracién muy
baja no se evidenci6é un descenso sino mas bien una ligera
tendencia al aumento que fue no significativo; sin embargo,
conforme se incrementa progresivamente la concentracion
de nicotina, se ve que la produccion de ROS se reduce
considerablemente, llegando a ser practicamente nula con la
maxima concentracién usada.

La inhibicion fue estadisticamente significativa con las
dos mayores concentraciones. Sin embargo, se evidencié
una reduccién importante de la viabilidad con nicotina a
102M en el post ensayo con azul de tripan, por lo que es
posible que un efecto citotdxico provocara esa caida en la
formacion de ROS. No seria ese el caso con las demas
concentraciones en donde la viabilidad se mantuvo por
encima de 90% y por tanto la inhibicion significativa a 10°M
puede ser correctamente atribuida a la nicotina.

Se utilizé nicotina en lugar de acetilcolina debido a su
mayor estabilidad en solucion; sin embargo, la nicotina es
una droga agonista de receptores nicotinicos del sistema
colinérgico y desencadena efectos semejantes a los de
la acetilcolina cuando se une a estos receptores. Por ello,
los neutrdfilos presentarian una respuesta colinérgica que
resulta en una inhibicion en la produccién de ROS. La
existencia de esta respuesta revela la posibilidad de que los
neutrdfilos tengan receptores nicotinicos para acetilcolina.

Sasakawa, et al (® realiz6 un estudio similar en el rango
10°M hasta 5x10* M. Demostré también una inhibicién de
la produccién de ROS dosis dependiente provocada por
nicotina. En su estudio posterior (") probé que la produccién
de anion superoxido (O2) se ve afectada. En dichos estudios
se trabajé también con drogas antagonistas tales como
atropina y hexamethonium, las cuales no tuvieron ningun
efecto significativo en la formacién de ROS ni tampoco un
efecto competitivo con la nicotina. Por ello, propone que
la nicotina tendria un efecto directo en los neutrdfilos que
no es mediado por receptores nicotinicos, por lo tanto no
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Figura 5. Curvas de quimioluminiscencia bajo el efecto de
clonidina.

existiria una tal respuesta colinérgica. Sin embargo, no se
han hecho estudios de expresion de genes en neutrdfilos
que codifiquen para estos receptores, por lo que afirmarlos
0 negarlos es algo que queda en discusion.

Bernik T 1® y Tracey, et al. '® hablan también de la existencia
de receptores para neurotransmisores inhibitorios en células
de la inmunidad innata, tales como macroéfagos y células
dendriticas, que responden disminuyendo la produccién
de citoquinas proinflamatorias. Dicho estudio indica que
ello permitiria un control del proceso inflamatorio en el
tejido periférico y asi evitar un dafio tisular. En el caso de
los neutrdfilos el objetivo de la presencia de esta respuesta
inhibitoria podria ser la misma. Aunque esta regulacion tiene

6x 107

como propdsito evitar una excesiva respuesta y dafo tisular,
el aumento exagerado de la estimulacién de receptores
nicotinicos en leucocitos podria llevar a una inhibicién
excesiva. Ello se demostraria con los resultados de este
estudio, donde se aprecia que el incremento progresivo en
la concentracion de nicotina provoca una reduccioén en la
produccion de ROS. Este es sélo un estudio in vitro y son
necesarios estudios clinicos, pero se puede sospechar que
el uso exagerado de medicamentos semejantes, exposicién
a sustancias que activen los mismos receptores (como la
nicotina del tabaco) o las actividades, situaciones y habitos
que incrementen la descarga colinérgica sobre neutréfilos
pueden atenuar su actividad microbicida y afectar la
respuesta ante una noxa.

Enelpresente estudio, se utilizé salbutamol, un agonista beta
2 adrenérgico, y clonidina, un agonista alfa 2 adrenérgico.
A 102M y 103 M ambos inhibieron significativamente la
produccién de ROS. El salbutamol lo hizo inclusive hasta
10*M. Sin embargo, las soluciones de mayor concentracion
(102M) disminuyeron la viabilidad a menos del 80% segln
el post ensayo con azul de tripan, por lo que Unicamente en
este caso no se descarta un posible efecto citotoxico de las
drogas agonistas que puede confundirse con un real efecto
inhibitorio atribuible a los agonistas.

La manifestacion de este efecto inhibitorio sugiere que los
neutréfilos humanos tienen ademas receptores adrenérgicos
especificos que median respuestas inhibitorias. Seifert, et al. @
menciona la existencia de receptores beta 2-adrenérgicos
en neutrofilos y ademas indica que son receptores ligados a
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proteinas G, que actuarian inhibiendo la formacién de anién
superéxido pero en una via independiente de cAMP. Se han
realizado estudios de perfiles farmacoldgicos y de union de
ligandos que demuestran la presencia de estos receptores
también en linfocitos y el efecto hallado fue de inhibicion de
reacciones inmunes celulares (9.

Variaciones en la concentracion de salbutamol produjeron
cambios enlamagnitud delarespuesta, lacual seincrementa
en relacion directa. Sus porcentajes de inhibicion fueron los
mas altos para cada caso en comparacion con las otras
sustancias e inhibi6 significativamente la produccion de
ROS hasta la concentracion de 10* M. Lo anterior tiene
relacion con varios estudios en inmunidad celular que
también trabajaron con agonistas beta 2 adrenérgicos.
Estos concluyen que la activacién de sus receptores en
neutréfilos provoca una fuerte accién supresora en la
produccién de ROS @), Ademas, estos agonistas también
pueden actuar en otras células de la inmunidad innata
como macrdéfagos @2 y células asesinas naturales @3,

Con clonidina se observé un cambio de respuesta
dependiente de la concentracion. Hubo una tendencia al
aumento con las concentraciones mas bajas pero no resulté
estadisticamente significativo, luego de lo cual se redujo la
formacion de ROS hasta mas del 50%. En un estudio similar
realizado por Kahoru Nishina ¥, se concluye que la clonidina
no tiene efecto sobre la produccién de ROS, por tanto no
tendrian receptores alfa adrenérgicos; sin embargo, en esa
ocasion se utilizaron dosis muchisimo mas bajas en el rango
de 10°M, lo que podria explicar la diferencia con nuestro
estudio. No obstante, no se encontré mayor bibliografia
en referencia a neutrdfilos y agonistas alfa adrenérgicos,
pero hay estudios que muestran que macréfagos también
responden y disminuyen su produccién de citocinas (1%
y ademas Xiao et al. ?® ha demostrado la existencia de
receptores alfa 1 y 2 en células asesinas naturales, por
medio de un estudio de expresion génica.

La nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa
cumple un papel central en el mecanismo de produccién de
EROs en los neutréfilos; es posible que tras la activacion
de receptores nicotinicos-colinérgicos o adrenérgicos, se
haya inhibido esta enzima. Puede que se vean involucradas
las proteinas Phox: p47phox, p67phox y p40phox, cuya
translocacion permite la activacion de la NADPH oxidasa.
Determinar los posibles mecanismos implicados y los ROS
mas afectados sera motivo de posteriores trabajos. Se ha
demostrado que las célulasinmunes también tienen receptores
para muchos otros tipos de neurotransmisores, como:
dopamina @ y serotonina @". Pero ademas, recientemente
se ha descubierto que algunos tipos de células de la
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